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Beschreibung 

# N-GJycosyliemng 

-S^I t ll" Ug H rMembran P roteine - 

DerGPI-Ankerd^tzu-B^^ 
D ' eG1 ^e™ g vonP^ 

- B^ en c^T BFE7( ^ 9 °) 3 9 2 -395- 

- Innis.M^'CTar^^^ 

(1989X J - * Yeast «—> entering, Butterworths, Stonehan, Mass, pp 23 3- 246 



Die Glucoseoridase (GOD^C U34^^^ 
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Die Ttedmische H« te n ^omenhydratstruktur (core Glyco- 

oSSSSf S offem ^ jedoch D * - W ^ 

■MUM 

- Kriechbaum, M. et aL, FEBS Lett 255 (i 9«<n « « 

- D/Baetseher , A. etaL Biotechnology 9 S 

~ Whutingto^H.etaL,Curr.Genet W(lWni-s£ 

- Rosenberg, S, WO 89/12675 V ' 5361 
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Oberr^chenderweisewurde^H „ . Kulturtberstand oder den 

~ hnmuM^ii^i^!!]|'^'^''^'^''^^^^^^^k^^^^^^^ r ''^ ^nJwnd von honiolog cxprimierter Invcrtase 

-^asassr — — ' - « - (G ^ ie . 

Die Bestimmung der Gluon^^ , fructose und Maltose bei neutra- 

Me^beschlbte?^^ *** nach den, h den ^ . 

brfindungsgemaSe MutantAn / Q n i a H^ca unter allgememe 

und DSM 7340. verwendete Hefestamme sind die Stamme DSM 7<*7 

Besonders bevorzu* sind Hi. ™ * DSM 7160 ' DS M "38 

n DieTe m peraSSf^^ m S M7 ^DSM7340. 
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Ein weiterer Gesenstanrf Hp, ^ . oder dem Oberstand 

en und Zellkulturen GmbH 
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Hinterlegungs- Hinterlegungs^ 
nuniner datum 
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1. Plasmid YEpL 

2. Befenutante BMY3-9A (ngd29) 
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30 



3 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 
9* 
10. 
11. 
12. 
13. 



KM 7038 
DSM 7042 
DSM 7193 
DSM 7160 
DSM 7157 
DSM 7158 
DSM 7159 
DSM 7156 
DSM 4316 
DSM 7338 
DSM 7339 
DSM 7340 
DSM 7341 



07.04.1992 
08.04.1992 
24.07.1992 
09.07.1992 
09.07.1992 
09.07.1992 
09-07.1992 
09.07.1992 
14.12.1987 
08.12.1992 
08.12.1992 
08.12. 1992 
08.12.1992 
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40 



BMY3-9C (ngd29) 
BMX12-20D (ngd62) 
BMY8-12A (ngd62) 
BMyi3-7B (mnn9) 
BMJQ3-1C (mnn9) 
JM 1935 
DBY 746 
N-BM¥3-9A 
N-BMyi3-lC 
N-BMiri2-20D 
N-BMT3-9C 

DienachfolgendenBeispieleeriauterndieErfind^ 

Beispiele 
Ailgemeine Methoden 
Rekombinante DNA-Technik 

Hefetransformation 
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Bestimmungder Glucoseoxidase Aktivitat 
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~ -™-vwaiu«c /\Kiivitat 
Proteinbestimmungen 



ZeU-Lyse und Rohextraktgewinnung 
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derOberstandalsRohextraktweiterve^bdtet ^ Cnde ^ e ^ er ^ e Ze "«rOnuner abzentrifugiert ^md 
SDS-PoIyacrylamid-GelelektrophoresefSDS-PAGE) 

denatunert und durcfa Zentr&gationTon den^teslSf b!"^ 6 "' 2 urch 5 Erhitzen auf 

!f p du ^SpS-PAGEaufge,^ 

RFarbstoffangefarbL ^ toe ^ 7(1970 ) W0 -^)™dmitCoomassieBriIiantBlue 

Beispiel I 

Konstruktion von Plasmidenzur Seconder A-nigerGODinS-cerevisiae 
Konstruktion des Hefeexpressionsvektors YE P L(Basi S vektor) 

Fragment aus dem Plasmid P BR3^ ffitaSSSSJS^-ir E ^^ca.^ kBp langeS^.' 
der Vektor das ca. 2£ kBp Ian/re E^F^^^' ^ la1hDremteaz ^n). Zur Replikatior Tin 

Plasmides m auxotrophen Hefestammen und etae ^luS/cf^ URA3 LEU2d G ™ ™ Selektion des 

stehtausdemaGIucosidasepromotor ^em PoLu S ^e-Expressionskassette (GLUCPI-Genl Sie bT 

aGlu^sidaseterminator.ZudemS's ^SfiTf " efllrai ^prinierende G^und det 

den aGlucosidasepromotor aktivierTDeracS^ 
^™™brauc^^^^^ 

U Konstruktion des Plasmids YEp/KL6b3 

a»bot fa emem zweiten Ansatz wurde SSKySsSm Stf™!? ^^KbluntKektorfraSnt 

langen MroI/XhoI(blunt>Vektorfragment UsierL D^P^fnc^? d? ^ ragment Koliert un d mit dem 8 7 kBo 
■dentrfiz.ert und mit YE P /KL-6b3 beleichne? 8 ew u^»»e Piasm,d wurde durch Restriktionsk^rtierung 

\2 Konstruktion des Plasmids YEp/KL-6b3M 

13 Konstruktion des Plasmids YEp/KL-6b3M-MCS 

PvuII 

5 ' - AGATCTATGTCGAC AGCTGAATAGA- 3 ' » 
Bglll Sail 
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Primer (1): 5 '-ATTTCTCCTTATTGCGCGCTT-3 ' 
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Primer ( 2 ) : 

AGTTACGCTTGAC - 3 ' 



5 ' -TCTATTCAGCTGTCGACATAGATCTTATGTAATTT, 
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Primer (3): 

Primer (4): 5 ' -GTCATTTGTAAAGTAAAATTCCAA-3 ' 
amplifiziert und das ca. 860 Bp tantre PCR p^.-i,. u . 

^"•n^^ - emer dritten PGR Reaktion urnS^ 



Primer (!)• 5*. 



ATTTCTCCTTATTGCGCGCTT-3 ' 
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Friaer («), 5 • — GTCATTTGTAAAGTAAAATTCCAA— 3 • 

1.4 Konstruktion des Plasmids YEpL 

i^SSSSS^ d ? S . LEU2d Lindas Plasmid YEp/KL 6b3M Mr, • 
YEp/KL-6b3M-MS WlrtoJf ^ CS nut 06111 ««d SnaBI verdatTt unH rf,f 3 . M " MCS ,ns e«iert. 

1.5 Konstruktion des Plasmids YEpL/GOD 
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Primer (5): 5 '-^cCGGTACC^GAieiATGCAGACTCTCCTTC^GCT-3 < 

Bglll 

Primer (6): 5 '-TCTAGAACTAGTGGATCCCCC-3 ' 

Primer (7): 5 ' -GCCGGCGAACGTGGCGAGAA-3 ' 
Primer (8): 

5 ' "^^ATCA^CT^CACTSCATGCTAGCATAATCTTCCAAGATAGC— 3 ' 
PvuH Sphl 

l£ Konstruktion des Plasmids YEpL/GOD-{His)4 
Das Plasmid enthail ein modifiziertes nnn ^ c- - 

Primer (9 )s 5 '-CAGCACCACCACCACTGACAG-3 ' 
Primer (10): 5 ' -CTGTCAGTGGTGGTGGTGCTGCATG - 3 ■ 
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5 ' * CAGCACCACCACCACTGACAG- 3 ' 
3 * -^S2S£STCGTGGTGGTGGTGACTGTC- 5 ' 
GlnHisHisHisHisStop 

Das gewunschte Plasmid YEnL/non_mi.\ , so 

Beispie!2 55 

2.1 [ 3 H>MannoseSuizidmutagenese 
Prinzip: 60 

= aS^^^»'^'A.G»o ty p,, SU c 2 ™ I „ elg , BcupliATCC26786) 
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« fhS W ?1 en T tagenisiert durc " Zusate von 01 ml RhvirZh N " n «™Pho S phat i P H 7, restuspendiert Die 
so behandelten Zellen werden mit 10 ml N^.^lu- E ' h y™«hansuifonat fQr eine Stunde bei 25°C. Mm. a! 

YPPn » i? 5? Mmuten inkuWert Die Zellen w^nT.n^« • oi) . werden ^egeben und die 

Sn?uf YPP a ^ WCnn 4156 Oberlebensrate der Zellen auf 15 S^ k T?, der Radioaktivitat S**ge«. 
Zellen auf YEP Agarplatten mit 2% Mannoseausplattiert un7b5 3 ^^^^ Werden ABquoteder 

22 IsoHerung von Mutanten mit reduzierter N-Glycosylierung 
^S^JSXS^£^gS&S^\ ^ 2Unachst - *« B** selektioniert 

tatsanfarbung von Invertase mit Saccharose mdSn? ^ , d,e " ative G^lektrophorese und /E 
1. Mutanten mit Wildtyp Invertase Mbbilittt 

3-4 BandenX OUter Cham G ^**™% (distinktes oligomer Bandenmoster aus 

i!8SS££S Ciner aUSgCPragten "-^ienmg von fnvertase fahren (groBer e Mobile als 
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emheithchglycosylierte-duBereext^^nvlZeS^^ f^" 1 ^ A ^g«tam m X2180MA e m \ 
nauven Gelen nach AJctiviUtsanfarbuSl S^mXS^S 6 erh8hte WMde ™^geschSgkeiUn 
bar und aggregierten nicht wahrend der An^chf Mutantens,fimm e waren osmotisch stabu. bei arcBSSK 



Beispiei3 
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«-BMY I2 ,0O (MAT „, JSISK^&^X* SM ™" BMYI2-20D ™, 

Beispiel 4 

Ver g l eichd e rExpressio ^ atjver ^ 

glyoosylieningsdefekten HefeitaLnw^ * m WMt »> und 

DiePlas^ideYEpUGODrBeisDieli^ ^ Cl >eni. 265 (1990) 

C ^»eselektiomert(^ 

4.1 Anzucht der GOD-Transfonnanten 

0,1 mol/l PhosphatDiiffer n H 7 n 7 ni ei 30 ^ c m v oIimedium mit 2% Hef^vtro^o/ « ' verwendet 

und 72 Strf J..^ ^ pH 7 ' 0 ' 1% Fr "ctose und 6% Maltose ffir 4 " efeext ™ ct - 4% Bactopepton, Difco 
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Expressions-ZSekretionsanalyse von GOD indea Wildtypstamm DSM 7156 U nH H.n i r 

WirtsstSmmen DSM 7W2 ToTr DSM 7^ g^syLerungsdefekten 



£30156 



extrazellular 
intrazellular 
gesamt 

% sekretiert 



Q^Aktivitat (U/ml, / Optiache Dichte (OD 600 , 



48 

WmL / OD50Q 



Zeit (Std.) 

72 

a/ml / ODgoo 



8 
4 

12 
66 



13 



12 
6 
18 
66 



17 



Plaanid: Y^pE«/QOD 



DSM 704? /7^p 



extxazellular 

intrazellular 

gesamt 

% sekretiert 



SSWactivitat (U/na, / Optische Dichte (OOgQo) 

Zeit (Std.) 
48 ?2 

" /ml 7 ^OO U/ml / ODgQQ 
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1 
12 
87 



18 
2 
20 
90 
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DSM 715fi 



e xtra2ellular 

intrazellular 
gesamt 

% sekretiert 



Zeit (std.) 

48 



72 

U/ml / ODgoo 



8 
5 
13 
62 



14 



9 
6 
16 
58 
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Plaanid: "XBfSj/QOD 



DSM 704?/ 7?? q 



extrazellular 
intrazellular 
gesamt 

% sekretiert 



Zeit (Std.) 




Ergebnis 

4.2 SDS-PAGE von sezernierter GOD 

™>» - ™ n-™. („ gd62) 

|xpnm,erten (sezerni er te„) Enzym un^ereSr^S ITl* ™ de , m fa *» WWlnWunm DSmS 

11 
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Enzymatische Deglycosylierung mi, N-GIycosidase F 

N^h AbkiT en Und3 "** aQf 95 ° C eriAa^ uj lOjil 20 mmol/l Kaliumphosphatpuffer. pH 7,2, mkl% 

glucosid (EncS„ a Sr^^^tS >be ■? 20 T m ^-Phosphatpuffe, pH 7 A Oct* 

ml verdOnnt, 1-12 Std bei 37° C 

Ergebnis 

(^t^^^ ™° *™ (GOD Md goo. 



Beispiel5 



iu-200 p.g/ml Hygromycin B gespottet Nach 7 T^T t £ • . 2 ~ 15 ^ Natriuroorthovanadat 

ken aasgewertet(sieheTabeUeX * Inkubation bei 30*C wurde das WaS^SSlfl£ 
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utYEPDAgarpIattennutNatnumorthovanadatoderHygromycinB 



Stiaznn 



^^^^ Bm^^^ 

2 3 4 5 6 7 10 15 10 50 10Q 2QQ 



Dsy 746 (Wildtyp) 
X2180-1A (Wildtyp) 

IB347-1C (nnn9)l) + 

(ngd29) + 

BMY12-20D (ngd62) + 

N-BMX3-9A (ngd29) + 

N-BM5O2-20D (ngd62) + 



15 



20 



+ Wachstum 

* sehr langsanes Wachstum 
- kein Wachstum 

J- Biol. Chan. 259 (1984 ) 3805-3811 
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Ergebnis 
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BeispieJ 6 

r ad . C ^ te ™ e ™^^ 



Prinzip 



55 



Zwei Mutanten sind h u u - y ' ^ ei aL (trends ^ 

Genen, weno stcb die 



65 
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VerwendeteStamme 
BMY3-9C(MATa leu2-3,-l I2ura3-52n g d29> 

BMY8-t2A(MATatrpl.289»hi S 3-A 1 ,S ) ° SM7193 

BMY13-lC(MATour a 3-52!eu2-3 1lSA, DSM7157 

BMYJ3-7B MATaleSa.-! £££ "? ^ DSM7159 

N-BMY3-9C (MATa leu2-3,-l 12 umXz id** DSM 7160 
N-BMY13-lC(MATaura3 52,eS-?? 2 S, o, 

B^2-20D(NUTa.eu2ura3lSngdM) h,S3 - A, mW,9 > MM7339 



DSM 7340 
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20 



25 



30 



35 



Kreuzungspartner 
MASta MAR* 

BM?3-9C x BMY8-12A 
BMY3-9C x BMU3-7B 
BMn3-lC BM¥8-12A 
BMH2-20D x BMX13-7B 

N-BMy3-9C x BMY8-12A 
N-BMY3-9C x BM213-7B 

H-BMT13-.1C x BMY8-12A _ 

N-BM3fl2-20D x BMX13—7B ngd62xn^ 



Phanotyp 
der Haploiden 

ngd29xngd62 
ngd29xnmn9 
™n9xngd62 

ngd29xngd62 
ngd29xmnn9 
nmn9xngd62 



Selektion Phanotyp 
Diploic der Diploiden 



his leu 
his ura 
trp uca 
his 



Wildtyp 
Wildtyp 
Wildtyp 
Wildtyp 



his lea 
his ura 
trp ura 
his 



Wildtyp 
Wildtyp 
Wildtyp 
Wildtyp 
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Ergebnis 
Beispiel 7 
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BeispieJS 

BiochemischeCharakterisienmgderisoliertenGOD Enzyme 
8.1 BestimmungderspezifischenGOD Aktivitat 

SpeaTischeAktivitatvonCSODundGOD-rHi^- • • • oescnnebea 



15 
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30 



«*> aus A. niger, Kei^t IX (Boehri^ ^nnheLn, 
S. oerevisiae Wildtyp ' 

S. cerevisiae hyperglycosylierungsdefekte ngd29 
Mitante 

-i?^"? 5 ^ 000 Enzyme wurden 
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50mmoW^ «* 1/5 VoJumen 5xSDS-Probenpuffer OxSOS-P k „ 

und 5min bei 95°C ii^T&L Merca ptoethanol, 10% Glycerin. onS ( lx f Ds -Probenpuffer: 
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jE von GOD und GOD (His^ ,„ K . W1 , ltl 

*~ (hyperglycosyUerungsdefekte Mutanten) 



N4olekulargewicht/UntereinheitnachSDS-PAGEvonOOnMnHr^n . . . 

(Wi.dtypiundS.cerS 



10 



15 



20 



Knzym 



GOD 
GOD 
GOD 
GOD 

GOD- (His) 4 
Q0D-(His)4 
Q0D-(His)4 



Organisms/ 
Glycosylierung 

(A, niger) 
(WT) 
(ngd29) 
(ngd62) 
(WT) 
(ngd29) 
(ngd62) 



Mnl pfrnl a rgewicht Aftitereinheit 
<*Da) 

ca, 70 

70 - 140 
cau 70 
ca„ 70 

70 - 140 
ca. 70 
ca. 70 
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A. niger, GOD ans A. niger, Reinheit H (Boehringer Mannheim) 

Wl ' S, oerevdLsiae Wildtyp 

n^29r S. cerevisiae hyperglycosylierungsdefekte ngd29 Hitante 

' S - hyperglycx^lierungsdefekte ngd62 ttxtante 

83 Bestimmungdes KohlenhydratanteilsfAnthron-Reaktioa 

Herstellung des Anthron-Reagenzes 

w5S * f Wasser verdOnnt Nach Abkahiung auf 80*C 

Wochen bei4°C haltbar. g ° ff m der ^^^Isaure geldst Das Anthron-Reageii ist zwei 
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BCohlenhydratanteilvonGODundGnn^H;^ * . - . 



cerevisiae 



Enzym 



GOD 
GOD 
GOD 
GOD 

G0D-(His)4 
GOD- (His) 4 
Q0D-(His)4 



Organisms/ 
aycosylierung 

(A. niger) 
(WT) 
(ngd29) 
(ngd62) 
fWT) 
(ngd29) 
(ngd62) 



KbU ^^dratanteil (%) 
(bezogen auf Protein) 



13 
71 

13 
65 
11 
12 



10 



15 



20 



A- niger, 

ngd29, 

ngd62. 



T° ~ ***** * (Boehringer Mannheim, 

5. cerevxsxae Wildtyp 

S. cerevisiae hyperglyo^lierung^^ ^ 
Mutante 

S. cerevisiae l^lycoeylierungsdef ekte ^ 
Mitante 

8.4 Bestimmungdes Km-Wertes 



25 



30 



35 



o yy cries 



45 



50 



55 



60 



65 



17 



10 



15 



20 




A. niger: GOD aus A. niom- i^i^.,. „ 

A * na 3 e *V Reinheit II (Boehringer 
23 Mannheim) 

TO 1 S. cerevisiae Wildtyp 

I19d29 ! S - -revi.iae hyperglycosylieru,^^ ^ 

30 

S^ErmittlungderTemperaturstabUitatvonGODnndGOD^Hi^ • • • 

und&cereSe^g^^^ 



40 



\*v wuuaj 

Tm-Werte(ausDSC-Spekten)vonGODundGOnj'Hie\ • ■ 

«>DundGO^H I s) 4 expn mi erti„A.„ ig erundS.cerev i siae(ngd29 



45 



50 



55 



GO 



65 



Enzyra 



GOD 
GOD 

Q0D«(His)4 



O^ganisnus/ "differential 



Glycosylierung 

(A. niger) 
(ngd29) 
(ngd29) 



scanning calorinetry" 
Ota-Wart (°C) 



68,5 
74,7 
75,8 



A. niger, ODD aus A. niger, Reinheit II (Boehringer 

Mannheim) 

D ^ ' S - o^^visiae hyperglycosylierungsdefekte 

ng&9 Mitante 

GOD Restaktivitat nachTemperaturbeiastung bei 55°C von GOD und nnn^- . • . 



IS 
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GOD RestaktiviUt nach Temperaturbelastung von GOD und GOD^HM, . • • • 



Enzym 



ODD 
GOD 
GOD 

GOD- (His) 4 



Organisms/ 
Glycosylierung 



(A* niger) 
(WT) 
(ngd29) 
(ngd29) 



^estaktivitat in % 

nach 2 Std. Belastung bei 55°c 



5% 
40 
40 
41 
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15 



20 



nxger r 



ngd29, 



aus A. niger, Reinheit: XI (Boehringer 

c . Mannheim) 

5. cerevxsiae Wildtyp 

LLT^ siae hyper9lycosylieru ^ sdefe ^ e ' 

ngd29 Mutante 



25 



30 



8.7 ErmittlungderpH-StabiHtat von GOD und GOD^HicW - • 

Ergebnis 
Publikationen 

19 
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"""" - 

^SHBf ^ -* ««* I— ».,, P„.. ta to _ ^ R „ BiochenL 56 

^^Mfi?«"5ft-* of DNA in vitro via .Sg— ^ ^ 

Nakano, A.; Muramatsu, M: A novel OTP k,^; * - „ 

RuSocw R r6985(l988)l U ^ ac ^ derontent <>f the individual sequoni j. 

&h £ gt °^ D - Cpp - 3,2 - 316 ^8 6 > 
*W, & assembly. I„: Strathen, JJ,, Jones, 

* ' GaUW,tZ - °- : Study of a 'emperature-sensitive mu*nt of the ras-related YPT1 



20 
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1 ff^O*^^,fci^» Y -- ^cs: A Laboratory Manual, Coldl^g Harbor 

Ballance, D.J.: Expression Tof the^er^Kwf'^S.^ Dobson, M.; Hinchiiffe, E.- 

cescerevKmcCurr. Genet 18,531-536(1^) * OX,dase gene m A- *ger, A. niduians and Saccharoray- 

6 i?W P^eParati0,1 ^ ^ deOXyrib ° nUC,eiC "* fTOm Methods EnzymoL 3. 

I~£ ^ in yeast externa, invertase. IL 

Duncan, M.J.; Smith, RA. : SupersLetogZSS nfS^ sequons. J. B.oLChem. 263,6978-6985 (19m 
ve Research Inc, P rEtmg mutants of Saccharomyces cerevisiae. EP-A 0 201 208, CoUaborati- 

Heseth^cl — ~ of Saccharomyces cerevisiae. EP-A 0 382 332, Coliaborative 

^MaX^^^^ 

ticslnc. * S ^ P ' CL ' Me ^ ofre ^«W^^ 

Rosenberg, S, Production of giucose oxidase in recombinant systems. 
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SEQUENCE LISTING 
(iii) NUMBER OP SEQUENCES: 10 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1; 



25 



30 



U) SEQUENCE CHARACTERISTICS • 

(A) LENGTH: 21 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 35 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:l: 
ATTTCTCCTT ATTGCGCGCT T 



40 



21 45 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2: so 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 48 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single ® 
(DJ TOPOLOGY: linear 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2: 60 
TCTATTCAGC TGTCGACATA GATCTTATGT AATTTAGTTA CGCTTGAC 



48 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS- 

(A) LENGTH: 50 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: simile 

(D) TOPOLOGY: linear 



(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3- 
ls AGATCTATGT CGACAGCTGA ATAGATAAAA TTAGTGCGGA CTTTTTTTTA 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 4; 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(B) TYPE: nucleic acid 
In! fTKMTOEDNESS: single 
(D) TOPOLOGY: linear 

(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION : SEQ ID NO:4: 
GTCATTTGTA AAGTAAAATT CCAA 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 5: 

U) SEQUENCE CHARACTERISTICS • 
(A) LENGTH: 38 base nairs 
(8) TYPE: nucleic aciS 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:5: 
GCCCGGTACC AGATCTATGC AGACTCTCCT TGTGAGCT 



55 



65 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 6: 



(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS * 
&) ^ CTH: 21 base paiis 
go (B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: sinale 

(D) TOPOLOGY: linear 



(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:6: 
TCTAGAACTA GTGGATCCCC C 
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(2) INFORMATION FOR SEQ ID HO: 7; 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS- 

til J^S™ 8 20 base 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS : single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:7: 
GCCGGCGAAC GTGGCGAGAA 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 8: 

U) SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

« JESS**' 45 P*L** 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(Xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 8: 
ATATATCAGC TGTCACTGCA TGCTAGCATA ATCTTCCAAG ATAGC 
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS- 

lil H? GTHs 21 Pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) STRANDEDNESS: single 

(D) TOPOLOGY: linear 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION : SEQ ID NO:9: 
CAGCACCACC ACCACTGACA G 



(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS- 

l ,il ^ CTHs 25 ba se pairs 
(B) TYPE: nucleic acid 

, { nl f^ANDEDNESS: single 
(D) topology: linear 

(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 10: 
ctgtcagtgg TGGTGGTGCT GCATG 
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Patentanspruche 



iiSSSStXSS^^ ™\ Molekulargewicht von 68- 75 kDa. 

erhahlich durch Expression eineVTeS^^ von cL' St 

flM^ti y ! OSy,,erungsdefekten Hefemutanten DS1W imZwJ^*^,?* AspergiDus enthait, in 
aJeienMutantenst^en^ 

j^^^^ mit einen, 

ot;r^r i ~^ 

3. VerwendungeinerCucoseoxidase nach Anspruch , in diagnostic Tests. 

Hierzu3 Seite(n) Zeichnungen 
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